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DD death domain 
Hsp90 heat shock protein 90 
MLKL mixed lineage kinase domain-like 
Nec-1 necrostatin-1 
RIP1 receptor-interacting protein kinase 1 
RIP3 receptor-interacting protein kinase 3 
Smac second mitochondria-derived activator of caspase 



































诱导的程序性细胞坏死（necroptosis）。当细胞受到 TNF 刺激时，信号蛋白 RIP1
通过 RHIM 结构域与 RIP3 蛋白相结合。接着，RIP1、RIP3 与 FADD 等形成一
个多蛋白相互作用的平台，称为细胞坏死复合体(necrosome)。 当坏死复合体形
成后，RIP3 磷酸化 MLKL 的 Thr357 和 Ser358，这一磷酸化修饰使 MLKL 构象
发生变化并被激活。随后，MLKL 形成多聚体并迁移至细胞膜上引起细胞坏死。 
MLKL 为 TNF 诱导的程序性细胞坏死的关键蛋白。然而，关于 MLKL 的活
性调控依然是个未知的问题。在本论文中，我们发现 Hsp90 调控 MLKL 的功能
与活性。通过验证 Hsp90 与 MLKL 的细胞内结合，我们证明 Hsp90 为一个新的
MLKL 结合蛋白，并为 MLKL 蛋白稳定性和活性调控所必需。同时，我们还发
现，Hsp90 除了调控 MLKL 的活性外，还同时调控其上游蛋白 RIP3 的活性。当
用特异的小分子化合物 17AAG 抑制 Hsp90 的功能时，MLKL 的蛋白稳定性受到
影响并通过蛋白酶体途径被降解。 
通过一系列实验，我们进一步发现在 HT-29 细胞中，Hsp90 为 TNF 诱导的
程序性细胞坏死所必需。Hsp90 的功能性失活不仅会干扰坏死复合体的组装，也
会阻碍 RIP3 对 MLKL 的磷酸化，从而抑制 TNF 诱导的程序性细胞坏死发生。
相反，当在细胞内过表达 Hsp90 时，MLKL 的多聚化以及细胞膜迁移等功能均

















力地说明了 Hsp90 是 TNF 诱导的程序性细胞坏死信号通路中的重要调控蛋白。





















Programmed cell death plays a crucial role in development and adult tissue 
homeostasis. There are three major forms of cell death: apoptosis，autophagy and 
necrosis. For a long time, necrosis has been viewed as a negative, uncontrolled type of 
cell death. However, in recent years, genetic evidence as well as the discovery of 
chemical inhibitors of necrosis has shown that necrosis is a new type of regulated cell 
death or programmed necrosis.  
TNF induced necrotic cell death is named ‘necroptosis’. By far, necroptosis is 
one of the best understood types of regulated necrosis. Upon stimulation of TNFR1 
(TNF receptor 1) by TNF, RIP1 kinase interacts with RIP3 through its RHIM domain. 
RIP3 then recruits its downstream signaling target protein MLKL to form a multiple 
protein complex as a signaling platform called necrosome. Within the necrosome, 
RIP3 phosphorylates MLKL at the Thr357 and Ser358. This phosphorylation 
modification changes the conformation of MLKL which leads to MLKL activation. 
Upon activation, MLKL forms oligomers and translocates to the plasma membrane to 
execute necrotic cell death through a mechanism not well understood.  
MLKL is the key component of TNF-inducced necroptosis and plays a crucial 
role in necroptosis execution. However, the mechanisms that control MLKL activity 
are not completely understood. In this work, we demonstrated that Hsp90 associates 
with MLKL in mammalian cells and is essential for MLKL stability. Moreover, we 
found that Hsp90 also regulates the stability of the upstream RIP3 kinase. Disruption 
of Hsp90 function with the 17AAG inhibitor destabilizes MLKL and RIP3, resulting 
in their degradation by the proteasome pathway.  
Furthermore, we found Hsp90 is required for TNF-induced necroptosis in HT-29 
cells. Interference with Hsp90 function with the 17AAG inhibitor prevents necrosome 
formation and strongly reduces MLKL phosphorylation and inhibits TNF-induced 
















oligomerization and plasma membrane translocation and enhances MLKL-mediated 
necroptosis in 293T cells.  
Taken these together, our findings demonstrate that Hsp90 is a crucial regulator 
in TNF-induced necroptosis. Hsp90 modulates the stabilities of MLKL and RIP3 and 
controls the formation of the necrosome. Hence, Hsp90 is required for TNF-induced 
necroptosis. 
 





































































图 1.1 细胞凋亡形态 
Fig. 1.1 Morphology of Apoptosis 







形态学观测；（2） DNA 电泳；（3）TUNEL 测定法；（4）彗星电泳法；（5）流
式细胞分析。当细胞凋亡处于早期时，分布于细胞膜脂质双层内侧的磷脂酰丝氨

























图 1.2 细胞凋亡与细胞坏死的形态对比 
Fig. 1.2 Apoptotic versus necrotic morphology 
(引自 Andreas Gewies, 2003) 
 
1.1.2 caspases 家族成员的分类及特点 
在所有的动物细胞中，负责细胞凋亡的胞内机制都十分类似。这一机制取决
于一类含半胱氨酸的蛋白激酶，名为 caspase(cysteine-dependent aspartic 



















两类，一类称为起始 caspases，这类 caspases 处于信号传导的上游，它们能开启
蛋白酶水解的级联反应，主要包括：caspase-2,8,9,10；另一类则为效应 caspases，
这类 caspases 处于信号传导下游，能被上游的起始 caspases 激活，执行蛋白切割
功能，它们包括 caspase-3,6,7。细胞凋亡发生时，起始 caspases 通过聚集，在
高浓度或局部高浓度时发生自激活，切割并形成具有一个大亚基和一个小亚基的
异二聚体，两个相同的异二聚体装配形成具有活性的四聚体。激活后的起始
caspases 进一步剪切加工其下游的效应 caspases，使之活化，由效应 caspases 负
责切割靶蛋白。在这一过程中，凋亡信号被级联放大，伴随着细胞凋亡的典型形
态出现，最终引起细胞凋亡。 
在起始 caspases 中，caspase-8 参与了 TNF 诱导的细胞死亡通路。caspase-8
蛋白包含了一个前导结构域（prodomain）和一个催化结构域（catalytic domain）。
前导结构域含两个死亡效应结构域（DED domain）；而催化结构域则包含了一个
p18 的大亚基和一个 p10 的小亚基。caspase-8 活化时首先发生二聚化，随后，大
亚基与小亚基之间被切割，这一切割使 caspase-8蛋白变得更稳定。接着，caspase-8
在 D216 位，前导结构域与大亚基之间再次发生切割。经过了二聚化以及两步活
化后的 caspase-8 具有自水解活性。在细胞中，cFLIPL与 cFLIPs 两种蛋白调控着
caspase-8 的活性。当细胞受到外界刺激，TRAIL1/2 死亡受体应答时，会招募细
胞内的 FADD 和 caspase-8 复合体，在胞质内装配 DISC 复合体，通过活化下游
caspase-3,6,7 引起细胞凋亡的发生；而当外界信号激活 TNFR1 死亡受体时，
caspase-8 与 FADD 将与 TRADD、FADD、RIPK1 和 RIPK3 形成复合物并进一步




相互结合，具体的结合位置是 ASC 的 N 端 Pyrin 结构域与 caspase-8 的 DED 结
构域[7]，然而对于这一结合，至今还缺乏足够多的了解与认识。此外，还有报道
表明，除了 caspase-1 以外，caspase-8 也能切割 IL-1β 的前体，使 IL-1β 释放出其
活性形式[8]。在 Maelfait. et al 的工作中，他们发现，由 Poly(I:C)与 LPS 引起的
















TLR4 信号通路的配体蛋白；这一研究还发现，在过表达 caspase-8 时，IL-1β 的
切割会增加，并证明了 IL-1β 为 caspase-8 的底物。Caspase-8 对于 IL-1β 前体的
切割位点与 caspase-1 对 IL-1β 的切割位点相同，均在 D117 位氨基酸[8]。而在
Gringhuis et al.的工作中，他们发现，一个名为 dectin-1 的蛋白也能引起 caspase-8




在细胞凋亡通路中，除 caspase-8 以外，caspase-9 也是一个重要的上游起始
caspase,主要在细胞凋亡的线粒体凋亡途径中发挥调控作用。与 caspase-8 的蛋白
结构相似的是，casapse-9 也含有一个 CARD 结构域，一个大亚基和一个小亚基，
大小亚基之间有一个柔性的铰链结构相连接。通常情况下，caspase-9 前体在细
胞质中为单体状态存在，当其被激活时，首先发生二聚化，随后发生自水解，通
过在 D315 位氨基酸的切割产生一个 35kDa 的大亚基和一个 12kDa 的小亚基，而
这一 p35/p12 形式的蛋白能进一步被 caspase-3 在 D330 位氨基酸切割，变为
p35/p10 的形式。值得注意的是，caspase-9 蛋白在切割过程中与其它的起始








也能将各类促进 caspase-9 活化的蛋白拉入到这一平台。活化后的 caspase-9 蛋白
能进一步促进其下游调控蛋白 caspase-3 的活化，而 caspase-3 能通过与 Apaf-1
蛋白的核苷结合结构域相互作用，这一结合作用消除了 caspase-9 与 Apaf-1 蛋白
的结合[13]。在这一过程中，xIAP（x-linked inhibitor of apoptosis protein）蛋白能

















在效应 caspases 中，caspase-3 是一个重要的效应 caspase，处于细胞凋亡信
号传递的下游，能够直接引起细胞凋亡。caspase-3 最早于 1994 年被发现，由于
其蛋白分子量为 32kDa，又名 CPP32。在 caspase-3 的众多底物中，最经典的底
物是多聚（ADP-核糖）聚合酶 PARP，这一蛋白酶参与了 DNA 修复等功能，现
已作为细胞凋亡发生的一个标志物。 
值得注意的是，在已发现的 12 种 caspases 中，并非所有的 caspases 都调控
细胞凋亡，还有一部分 caspases 参与并调控机体免疫反应。其中，第一个在人类
细胞中发现的 caspase 为 caspase-1，也叫 ICE，它在先天性免疫以及一些重要的
免疫疾病中起着重要的作用，而它在秀丽隐杆线虫中的同源蛋白为 CED-3，主
要调控细胞凋亡[16]。caspase-1 蛋白包含一个 CARD 结构域，一个 p20 的大亚基
以及一个 p10 的小亚基。在人体细胞中，caspase-1 调控经典的炎症信号通路，
它通过切割促炎症因子 pro-IL-lβ 与 pro-IL-18 的前体，形成具有活性的 IL-1β
和 IL-18。IL-1β 和 IL-18 属于 IL-1 超家族成员, 是细胞内重要的促炎症因子。
IL-1β 主要由单核细胞、巨噬细胞产生, IL-18 则主要由巨噬细胞、树突细胞及
上皮细胞分泌。二者都能通过与各自的受体结合而激活下游的 NF-κB 信号通路, 
促进 IL-3、IL-5 等炎症因子的释放。这一激活反应可作为信号传递给相应的免
疫细胞，诱导 IFNγ 的表达或促进 T 细胞的增殖，使之被招募到机体的炎症发生
之处。由此可知，caspase-1 在激活促炎症细胞因子的反应中起到了关键作用。
有研究表明，在不同的炎症小体中，caspase-1 均呈活化状态，它能装配并响应
许多内源以及外源的压力因子[17]。除了 caspase-1 以外，引起炎症的 caspases 还
有：caspase-4,5,这两个 caspases 主要调控非经典的炎症信号通路。 
1.1.3 细胞凋亡的分子机制 
迄今为止，在哺乳动物里研究得最熟悉的激活 caspase 诱导细胞凋亡的途径
有两条，称为：死亡受体途径（The death receptor pathway）和线粒体细胞凋亡
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